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(57) Abstract 

The invention relates to a porous composite matrix, con- 
sisting of a hyaluronic acid derivative and hydrolysed collagen. 
The biocompatible and biodegradable composite matrix can be 
used for tissue engineering of chondral and osseous tissue and 
for repairing musculoskeletal defects. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft eine por&se Kompositmatrix aus 
einem Hyaluronsaurederivat und hydrolysiertem Kollagen, die als 
biokompatible und biodegradable Kompositmatrix Verwendung 
zum Tissue Engineering von chondralem und ossarem Gewebe 
und zur Reparatur muskuloskeletaler Defekte findet. 
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Porose Kompositmatrix, deren Herstellung und Verwendung 



Die Erfindung betrifft eine porose Kompositmatrix aus einem 
Hyaluronsaurederivat und hydrolysiertem Kollagen, die als 
biokompatible und biodegradable Kompositmatrix Verwendung zur 
Reparatur muskuloskeletaler Defekte findet. 

Zur Regeneration von Gewebedef ekten ist die Verwendung einer 
korpervertraglichen, langsam biodegradablen Matrix 
erforderlich, die unter geeigneten Bedingungen die 
Dif ferenzierung eingebrachter Zellen mit ausgepragter 
Produktion einer spezifischen interzellularen Matrix 
ermoglicht, Im Stand der Technik sind verschiedene Matrizes 
dieser Art bekannt. 



WO 00/32251 



PCT/EP99/09444 



2 

Die WO 97/28192 offenbart ein Verfahren zur Herstellung 
prionenf reier Kollagenprodukte, die als schwammartiges 
Implantat verwendet werden konnen. Fur okulare Anwendungen 
kann das Kollagenprodukt zur Erhohung der Transparenz mit 5 
Gew.-% Hyaluronsaure versetzt werden. Die Hyaluronsaure 
stimuliert auflerdem die Zellinf iltration in das Implantat. 

Die WO 91/18558 und WO 91/16867 sowie das US 4,880,429 
offenbaren Kompositmatrizes aus Kollagen und bis zu 25 Gew.-% 
Glykosaminoglykanen wie beispielsweise Hyaluronsaure. 

Die EP-A-0 784 985 offenbart einen porosen Kompositkorper , 
der ein bioabsorbierbares hydrophiles Material ausgewahlt aus 
Gelatine, Hyaluronsaure und einem Hyaluronsaurederivat 
umfafit. Der Korper wird zur Vermeidung einer verfriihten 
Resorption zusatzlich mit einer verzogert resorbierbaren 
Polymerschicht versehen. 

Die WO 97/14 376 offenbart eine Knochentransplantatmatrix aus 
Kollagen, die als Bindemittel Hyaluronsaure enthalten kann. 

Das US 5,676,964 offenbart inter- und intramolekular 
vernetzte Ester von sauren Polysacchariden wie bevorzugt 
Hyaluronsaure. Diese Ester konnen als biodegradable, 
beispielsweise schwammige Materialien als chirurgische 
Gegenstande eingesetzt werden. 

Die bekannten Matrizes zeigen jedoch deutliche 
Einschrankungen in der Bereitstellung von fur die 
Dif ferenzierung eingebrachter Zellen geeigneter 

Milieubedingungen (z.B. friihzeitige Resorption, nicht 
geeignete Matrixzusammensetzung) und sind auch im Hinblick 
auf die fur die Handhabung notwendige Stabilitat 
unbef riedigend . 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht somit darin 
eine Matrix zur Verfiigung zu stellen, die die 
Zelldif ferenzierung und interzellulare Matr ixproduktion 
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unterstiitzt und dann selbst langsam degradiert wird. AuBerdem 
soil die Matrix eine ausreichende Stabilitat aufweisen, die 
die Matrix nicht nur fur eine Vorkultivierung von Zellen in 
vitro sondern auch fur eine in vivo Implantation gut geeignet 
und leicht handhabbar macht . 

Es wurde nun gefunden, dafl * diese Aufgabe durch eine 
Kompositmatrix aus einera Hyaluronsaurederivat und 
hydrolysiertem Kollagen bestimmter Zusammensetzung gelost 
wird. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit eine porose 
Kompositmatrix, wobei die Matrix aus Matrixbildnern umfassend 
ein Hyaluronsaurederivat und hydrolysiertes Kollagen aufgeaut 
ist, und die Matrixbildner in einem GewichtsverhMltnisbereich 
von Hyaluronsaurederivat zu hydrolysiertem Kollagen von 30:70 
bis 99:1 vorliegen. 

Die erfindungsgemafie Kompositmatrix umfaflt als Matrixbildner 
ein Hyaluronsaurederivat und hydrolysiertes Kollagen 
bevorzugt in einem Gewichtsverhaltnis von 60:40 bis 99:1 und 
besonders bevorzugt von etwa 70:30. 

Bevorzugt ist die Matrix nur aus dem Hyaluronsaurederivat und 
dem hydrolysierten Kollagen aufgebaut. 

Es hat sich gezeigt, dafl Matrizes mit einem 
Hyaluronsaurederivatanteil von unter 30 Gew.-% technisch 
aufgrund einer zu geringen Stabilitat nachteilig sind. 
Umgekehrt konnte durch die erfindungsgemafie Kompositmatrix 
aus einem Hyaluronsaurederivat und hydrolysiertem Kollagen 
die Zelladhasion, die Matrixbeladung mit Zellen und die 
darauffolgende Zelldif ferenzierung gegeniiber Matrizes aus 
100% Hyaluronsaurederivat, wie sie beispielsweise aus dem 
eingangs genannten US 5,676,964 bekannt sind, deutlich 
verbessert werden. 
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AuAerdem wird durch das Hyaluronsaurederivat eine verzogert 
abbaubare Komponente direkt in die Kompositmatrix 
aufgenommen. Hierdurch kann beispielsweise die aus der EP-A-0 
784 985 bekannte zusatzliche Beschichtung vermieden werden 
Oder eine sonst gegebenenf alls notwendige 

Kollagenderivatisierung, die aufgrund der zum Teil 
nachgewiesenen Toxizitat der Derivatisierungsagentien 
unerwvinscht ist. 

Als hydrolysiertes Kollagen eignet sich partiell und/oder 
vollstandig hydrolysiertes Kollagen, insbesondere Gelatine, 
d.h. Kollagen in stark hydrolysierter Form. Beispielsweise 
kann Gelatine vom Schwein Oder vom Rind eingesetzt werden. Es 
konnen jedoch auch Gelatineformen mit einer hoheren 
Aggregationsrate in Richtung Fibrillen eingesetzt werden. 
Starker aggregiertes Kollagen kann zu einer Verbesserung der 
Matrixstabilitat fiihren. Solche Kollagene mit unterschiedlich 
groflen Degradations formen konnen durch eine kontrol I ierte, 
langsame Hydrolyse von fibril larem Kollagen erzeugt werden. 

Das hydrolysierte Kollagen kann gewiinschtenf alls zusatzlich 
derivatisiert und/oder guervernetzt sein. 

Als Hyaluronsaurederivat zur Herstellung der 
erfindungsgemMBen Kompositmatrix werden Hyaluronsaureester 
wie Ethyl- und insbesondere Benzylester aufgrund seiner 
besseren biomechanischen Eigenschaf ten bevorzugt, wobei die 
Hyaluronsaure unterschiedliche Veresterungsgrade aufweisen 
kann. Beispiele fur erf indungsgemafl einsetzbare 
Hyaluronsaureester sind in dem US-Patent Nr. 5,676,964 
genannt. Die Offenbarung dieses US-Patents wird somit in die 
vorliegende Beschreibung aufgenommen. 

Vorteilhaft ist das eingesetzte Hyaluronsaurederivat 
iiberwiegend hydrophob. 



Ein bevorzugter Hyaluronsaureester ist ein 
Hyaluronsaure (HYAFF), der beispielsweise 



Benzylester der 
von der Firma 
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"Fidia Advanced Biopolymers " aus Abano Therme in ttalien 
bezogen werden kann. HYAFF wird in versch iedenen 
Veres terungsgraden angeboten, von denen erf indu'ngsgemafl ein 
hochveresterter Hyaluronsaurebenzylester "HYAFF 11" (100% 
Benzylester) , der als bereits zugelassenes 

Wundverbandmaterial "JALOSKIN" im Handel erhaltlich 1st, 
bevorzugt wird. 

Andere Hyaluronsaureester mit niedrigeren Veresterungsgraden 
(beispielsweise HYAFF 11 p 75, ein Hyaluronsaurebenzylester 
mit einem Veres terungsgrad von ca. 75%) und/oder anderen 
Alkoholresten, wie beispielsweise Hyaluronsaureethylester 
( W ie etwa HYAFF 7), oder mit Mischungen versch iedener 
Alkoholreste sind jedoch auch einsetzbar. 

Die erf indungsgemafie Kompositmatrix ist poros, insbesondere 
offenporig. Bevorzugt haben die Poren in der Komositmatrix 
einen durchschnittliehen Durchmesser im Bereich von 10-1000 
urn, insbesondere 50-500 |im. Es hat sich gezeigt, dafi zu grofie 
Poren (> 1000 iim) bei der Besiedelung mit Zellen zu einem 
hohen Zellverlust aus der Matrix, besonders bei kleinen 
Schwammdurchmessern fiihren. Bei zu kleinen Poren (< 100 Mm) 
zeigt sich ein starker Siebeffekt und die Zellen konnen nicht 
in tieferen Matrixbereichen angesiedelt werden. Jedoch kann 
durch einen bestimmten Anteil kleinerer Poren eine niedrigere 
Dichte und eine lockerere Struktur der Kompositmatrix 
erreicht werden. Hierdurch kann eine Beschleunigung des 
Abbaus in vivo ohne Anderung der fur die Zellen zuganglichen 
Porengroiie erreicht werden. 

Poren mit einem durchschnittliehen Durchmesser im Bereich von 
100-350 [im und Poren mit einem durchschnittliehen Durchmesser 
im Bereich von 350-1000 nm haben sich als vorteilhaft 
erwiesen. Wenn eine niedrigere Dichte oder eine lockerere 
Struktur der Kompositmatrix erwiinscht ist, konnen zusatzlich 
Poren im Bereich von 10-100 \xm, insbesondere im Bereich von 
etwa 50 w vorhanden sein. Auch konnen Poren in etwa gleicher 
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Grofte Oder Poren mit einem Groflegradienten bereitgestellt 
werden . 

Zusatzlich kann die erf indungsgemafie Kompositmatrix chemisch 
Oder physikalisch quervernetzt sein. Hierdurch lafit sich die 
biologische Abbaubarkeit der Kompositmatrix je nach Bedarf 
verzogern. Aufierdem kann ein vorzeitiges Ausiaugen von 
eventuellen Zusatzen verhindert werden. Als Vernetzungsmittel 
eignet sich beispielsweise Cyanamid, das Proteine und 
Polysaccharide vernetzt und beim biologischen Abbau keine 
korperfremden, schadlichen Reststoffe ergibt, da es zu 
Harnstoff degradiert wird. 

Die erf indungsgemafle Kompositmatrix kann dariiber hinaus 
biologisch aktive Verbindungen umfassen. Hierbei kann es sich 
beispielsweise urn Verbindungen handeln, die die Eigenschaft 
der Matrix fur die Besiedlung von Zellen optimieren, wie 
beispielsweise Antibiotika, Verbindungen zur Verbesserung der 
Zelladhasion, Calciumsalze, induktive Faktoren oder weitere 
Glykosaminoglykane und deren Derivate. Vorteilhaft lafit sich 
die Zelladhasion durch Zugabe von hochpolymerem Poly-b-lysin 
oder Beschichtung mit einem aktivierten Succinylderivat von 
Poly-L-lysin oder das Beimengen von Fibronektin oder Peptiden 
mit RGD-Sequenzen verbessern. 

Um den Einsatz der erf indungsgemafien Kompositmatrix in der 
Therapie von ossaren Gewebedefekten zu optimierten, kann die 
Matrix Calciumsalze wie z.B. Calciumsuf ate, Calciumphosphate 
und Calciumcarbonate beispielsweise als Suspension oder 
L5sung enthalten. 

Zur Verminderung der Inf ektionsgef ahr bei der Implantation 
der erfindungsgemaflen Kompositmatrix kann diese auch 
Antibiotika enthalten. 

Als weitere biologisch aktive Verbindungen kann die 
erfindungsgemafie Kompositmatrix beispielsweise zur 
Optimierung der Reparatur von muskuloskeletalen Defekten 
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induktive Faktoren, insbesondere Cytokine wie z.B. bFGF 
(fibroblast growth factor), IGF (insulin-like growth factor) 
oder TGFbeta (transforming growth factor) enthalten. 

Die Kompositmatrix eignet sich besonders fur die in vitro und 
in vivo Generierung von dif ferenziertem Gewebe aus 
chondrozytaren Zellen, mesenchymalen Stamm- und 
Progenitorzellen, Osteoblasten und Bindegewebezellen . Die 
Erfindung betrifft somit auch Kompositmatrizes , die diese 
Zellen umfassen. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein 
Verfahren zur Herstellung der vorstehend beschriebenen 
pordsen Kompositmatrix. Dieses Verfahren umfafit das Losen 
oder Suspendieren des Hyaluronsaurederivats und des 
hydro lysierten Kollagens in einem geeigneten ersten 
Losungsmittel, die Zugabe einer pulverf ormigen Verbinduhg, 
die sich in dem ersten LSsungsmittel praktisch nicht lc-st, 
die jedoch in einem zweiten Losungsmittel loslich ist, in dem 
die Matrixbildner Hyaluronsaurederivat und hydrolysiertes 
Kollagen praktisch unl6slich sind, zu der Losung oder 
Suspension, wobei die pulverf ormige Verbindung eine mittlere 
Korngrofienverteilung im Bereich der gewiinschten Porengrtifle 
der herzustellenden Kompositmatrix aufweist, das Entfernen 
des ersten Losungsmittels und anschliefiend das Losen der 
pulverf ormigen Verbindung in einem zweiten Losungsmittel, in 
dem sich die pulverf brmige Verbindung 15st und die 
Matrixbildner praktisch nicht losen. 

Als erstes Losungsmittel eignet sich insbesondere 
1,1, 1,3,3, 3-Hexafluorisopropanol (HFIP). Hierbei handelt es 
sich urn eine hochf liichtige Flussigkeit, in der sich 
veresterte HyaluronsSure, hydrolysiertes Kollagen (Gelatine) 
sowie weitere, fur die spezifischen Erfordernisse notwendige 
Substanzen wie z.B. Wachstums faktoren und Calciumverbindungen 
gleichzeitig bei Raumtemperatur losen bzw. suspendieren. Je 
gr8fler die Molekulaggregate des hydrolysierten Kollagens 
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sind, desto schlechter ist deren Loslichkeit in HFIP. 
Fibriilares Kollagen wird nicht mehr gelost. 

Die Konzentrationen der Ausgangsstof f e in dem ersten 
Losungsmittel sind fiir das erf indungsgemafie Verfahren 
unwesentlich und konnen variiert werden, solange handhabbare 
L6sungen bzw. Suspensionen erhalten werden. Dies betrifft 
sowohl die Konzentrationen der einzelnen Komponenten, als 
auch die Gesamtkonzentration der Komponenten in dem ersten 
Losungsmittel. Die Einzelkonzentrationen von dem 
Hyaluronsaurederivat und dem hydrolysierten Kollagen 
bestimmen das Gewichtsverhaltnis der beiden Komponenten im 
Endprodukt. Da zum SchluB das erste Losungsmittel dem 
Endprodukt entzogen wird, bestimmt die Gesamtkonzentration 
die Dichte und Festigkeit des Endproduktes . 

Fiir die Handhabung der erf indungsgemaflen Kompositmatrix 
spielt deren mechanische Festigkeit in nassem Zustand eine 
wichtige Rolle, Die Festigkeit der Kompositmatrix ist bei 
hohem Hyaluronsaurederivatanteil in der Matrix am groflten, da 
die Matrix hier am wenigsten quillt. Bei wachsendem Anteil 
des hydrolysierten Kollagens quillt die Kompositmatrix 
zunehmend stark und wird weniger stabil. 

Bevorzugt wird in dem erf indungsgemaflen Verfahren HYAFF mit 5 
Gew.-% in HFIP gelost. Hierzu kann Gelatine in variabler 
Einzelkonzentration von beispielsweise bis zu 7,5 Gew.-% 
beigegeben werden, so dafi eine hohe Gesamtkonzentration von 
12,5 Gew.-% Matrixbildner in der L6sung erreicht wird. 
Dadurch wird die Minderung der Festigkeit wegen der starken 
Quellung kompensiert. Losungen mit einer Gesamtkonzentration 
von mehr als 12,5 Gew.-% sind sehr z3h und lassen sich 
schlecht handhaben. Eine Erhohung des Anteils der Gelatine im 
Endprodukt ist daher nur dann durchf iihrbar , wenn der HYAFF - 
Anteil reduziert wird. Jedoch mindert eine Reduktion des 
HYAFF-Anteils (beispielsweise auf eine Einzelkonzentration 
von 2,77 Gew.-% bei einer Gesamtkonzentration von 9,23 Gew.-% 
der Matrixbildner in der Losung, was einem Gewichtsverhaltnis 
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von HYAFF zu Gelatine von 30:70 entspricht) die Stabilitat 
der Matrix ohne eine Verbesserung der Biovertraglichkeit zu 
ergeben . 

Grundsatzlich wirkt sich der Zusatz von Gelatine posttiv auf 
die Biovertraglichkeit und auf die histogene Eigenschaft der 
Matrix aus . In vitro und in vivo bewahrte sich ein 
Gewichtsverhaltnis von Hyaluronsaurederivat zu hydrolysiertem 
Kollagen von etwa 70:30, wobei jedoch je nach Anwendung zum 
Beispiel fiir die Bildung von Knorpel oder fiir die 
Regeneration von Knochengewebe optimale Gewichtsverha I tnisse 
im Bereich von 99:1 bis 60:40 liegen konnen. 

Die Porenbildung erfolgt durch Zugabe einer pulverfdrmigen 
Verbindung r die in dem ersten Losungsmittel praktisch nicht 
loslich ist. Wird als erstes Losungsmittel HFIP verwendet, so 
eignete sich beispielsweise Natriumchlorid als pulverformige 
Verbindung zur Porenbildung. Natriumchlorid ist praktisch 
unloslich in HFIP, auflerdem ist es untoxisch und billig. 

Neben Natriumchlorid eignet sich daruber hinaus z.B. beim 

Einsatz von HFIP als erstes Losungsmittel jedes 

wasserlosliche und in HFIP nicht losliche Alkali- oder 

Erdalkalisalz, insbesondere -halogenid. Aus den oben 
genannten Grunden wird jedoch Natriumchlorid bevorzugt. 

Die zugegebene Menge der pulverfdrmigen Verbindung bestimmt 
die Porenzahl und damit die Dichte und auch Festigkeit der 
hergestellten Matrix. Als vorteilhaft hat sich ein 
Gewichtsverhaltnis von Losung oder Suspension zu 
Natriumchloridkristallen von etwa 1:2 erwiesen. 

Die Porengrofie wird durch die Auswahl der KorngroBe der 
pulverfdrmigen Verbindung bestimmt. Kaufliches Natriumchlorid 
hat iiberwiegend Korner mit einem Durchmesser zwischen 500 und 
1000 *im. Fraktionen von kleineren Groflen konnen einfach durch 
zermorsern von grofieren Kornern und durch Sieben durch 
kalibrierte Siebe hergestellt werden. 
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Das Gemisch aus HYAFF , Gelatine und Natriumchloridkristallen 
hat die Konsistenz einer dicken Paste. Durch das Pressen mit 
einem Stempel in Formen, beispielsweise aus innertem 
Kunststoff ( PTFE , PE, PVC) ist es moglich, Matrixob jekte 
herzustellen, deren Form weitgehend dem Bedarf angepaflt 
werden kann. Da HFIP als Losungsmittel sehr volatil ist, 
erfolgt ein schnelles Trocknen des Gemisches. Deswegen sollte 
das Gemisch in geschlossenen Gefaflen aufbewahrt und moglichst 
schnell verarbeitet werden. Das Trocknen kann beispielsweise 
iiber Nacht unter einem Abzug und anschlieflend einige Stunden 
im Vakuum erfolgen. Danach kann die Kompositmatrix aus der 
Form entnommen werden. 

Da das Gemisch wahrend der Trocknung kaum schrumpft, kann das 
Loslosen der Matrix Schwierigkeiten bereiten. Deswegen 
sollten die Formen so gestaltet sein, dafi man den 
getrockneten Inhalt mit einem Stempel herausdriicken kann. 
Beispielsweise konnen zylinderf ormige Matrizes mit einem 
Durchmesser von 3-18 mm und einer Hohe von 2-15 mm leicht 
hergestellt werden. Fur die Herstellung von grofleren 
Matrixblocken haben sich kuboide, wannenf ormige Formen als 
besonders geeignet erwiesen, die aus zerlegbaren Wand- und 
Bodenteilen zusammengelegt sind. 

Die Poren der erf indungsgemafien Kompositmatrix werden 
anschlieflend durch Losen der pulverformigen Verbindung in 
einem zweiten Losungsmittel erhalten, in dem sich die 
pulverformige Verbindung lost und die Matrixbildner praktisch 
nicht losen. Wenn Natriumchloridkristalle als pulverformige 
Verbindung verwendet werden, eignet sich als zweites 
Losungsmittel insbesondere Wasser. Mehrf aches Spulen in 
Reinwasser entfernt das Salz und eventuell noch anhaftende 
Spuren von HFIP. Bei kleinen Proben empfehlen sich vier 
Wechsel des zweiten Losungsmittels nach jeweils 15 Minuten 
Eintauchzeit, bei grofleren Proben 6 Wechsel nach jeweils 20 
Minuten. 
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Beim ersten Trocknen der Kompositmatrix durch Verdampfen des 
ersten Losungsmittels werden primar geschlossene Poren mit 
darin enthaltenen Salzkornern erzeugt. Wahrend des 
Waschvorgangs quillt die semipermeable Substanz der Matrix 
auf und es kommt in den Poren zur Bildung einer osmotisch 
hochaktiven Salzlosung. Infolgedessen platzen bei weiterer 
Wasserauf nahme die Poren und die Matrix wird zum Schlufl 
of fenporig. 

Falls gewiinscht, kann die Kompositmatrix wahrend oder nach 
der Herstellung zusStzlich mit wie oben beispielhaft 
genannten biologisch aktiven Verbindungen beladen werden. 
Vorteilhaft werden die biologisch aktiven Verbindungen zu der 
Losung oder Suspension der Matrixkomponenten noch vor der 
Zugabe der pulverformigen Verbindung zugesetzt. 

Vorteilhaft wird die so hergestellte Kompositmatrix 
anschliefiend getrocknet. Dies kann beispielsweise durch 
Eintauchen in Aceton auf steigender Konzentration (50%, 80%, 
100%), blotten auf Filterpapier und anschliefiendes Trocknen 
im Vakuum erreicht werden. 

SchlieMich ist es ratsam, eine diinne Oberf lachenschicht der 
Kompositmatrix beispielsweise mit einer scharfen Klinge zu 
entfernen, da in dieser Schicht eine hohe Zahl von 
geschlossenen Poren verbleibt, was das Eindringen von Zellen 
in die Tiefe behindert. 

Vor einem Beladen mit Zellen wird die Kompositmatrix 
vorteilhaft sterilisiert . Dies kann durch verschiedene 
bekannte Sterilisationsverf ahren wie beispielsweise mit 
Alkohol, Ethylenoxid oder durch gamma-Sterilisation erfolgen. 
Bevorzugt wird eine gamma-Sterilisation mit beispielsweise 
350.000 rad. 

Die erf indungsgemafle Kompositmatrix eignet sich fiir die in 
vitro und in vivo Generierung von dif f erenziertem Gewebe aus 
chondrozytaren Zellen, mesenchymalen Stamm- und 
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Progenitorzellen, Osteoblasten und Bindegewebezel len . Durch 
eine spezifisch angepafite Matrixzusammensetzung sowie 
Matrixgeometrie wird hiermit die Reparatur muskuloskeletaler 
Defekte mdglich. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit auch die Verwendung 
der oben beschriebenen Kompositmatrix zur Generierung von 
dif ferenziertem Gewebe aus chondrozytaren Zellen Oder 
mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen, wobei frisch 
entnommene oder amplif izierte Zellen zu der Kompositmatrix 
zugegeben und gegebenenf alls unter chondro- r osteo- oder 
fibrogenen Bedingungen kultiviert werden. 

Durch Zugabe von frisch entnomntenen Chondrozyten oder 
mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen oder von in vitro 
amplif izierten, dedif ferenzierten Chondrozyten oder 
mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen zu der 
erf indungsgemaflen Kompositmatrix unter chondrogenen 
Kulturbedingungen kann somit ein biomechanisch belastbares 
Gelenkknorpelgewebe hergestellt werden. Die erf indungsgemafle 
Kompositmatrix eignet sich somit zum Tissue Engineering von 
Gewebetypen des Binde- und Stiitzapparates, insbesondere von 
chondralem und ossarem Gewebe, 

Eine so hergestellte, biokompatible und biodegradable 
Kompositmatrix eignet sich ohne oder mit vorheriger in vitro 
Kultivierung zur in vivo Dif f erenzierung zu Gewebetypen des 
Binde- und Stiitzapparates, insbesondere zu chondralem und 
ossarem Gewebe unter ektoper oder autotoper Implantation. 

Die erf indungsgemafle . Kompositmatrix eignet sich 
beispielsweise fur humane Chondrozyten, die aus hyalinem 
Knorpel gewonnen wurden. Dabei konnen hyaline Gelenkknorpel 
von Autopsien sowie Restknorpelbestande aus der Durchfuhrung 
von Totalendoprothesen den Entnahmeursprung darstellen. 
Auflerdem eignen sich embryonale Chondrozyten, wie sie 
beispielsweise von Abtreibungen erhalten werden konnen. 
Dariiber hinaus konnen adulte mesenchymale Stamm- und 



WO 00/32251 



PCT/EP99/09444 



13 

Progenitorzelien beispielsweise aus Knochenmark, Synovium 
Oder Periost sowie bevorzugt embryonale mesenchymale Stamm- 
und Progenitorzelien beispielsweise aus der Nabelschnur 
verwendet werden. Embryonale mesenchymale Stammzellen bieten 
den Vorteil einer fehlenden Abstofiung bei allogener 
Transplantation. Zudem stehen sie standig in ausreichender 
Zahl zur Verfugung und konnen ohne einen zusatzlichen 
Eingriff am Patienten gewonnen werden. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein 
Implantat, das eine erf indungsgemafie porose Komposi tmatrix 
umfaflt. Ein solches Implantat, das vorzugsweise mit der 
Komposi tmatrix beschichtet ist, hat den Vorteil, daft eine 
bessere Integration zum Knochen und gegebenenf alls auch zum 
umgebenden Bindegewebe hergestellt wird. 

Als Implantatoberflachen, die mit der erf indungsgemafien 
Komposi tmatrix beschichtet werden, eignen sich insbesondere 
Oberflachen aus Metall, wie beispielsweise Titan oder Stahl, 
einem Polymer oder Keramik. 

Die erf indungsgemafle Komposi tmatrix weist den Vorteil auf, 
dafi es beim Beladen der Matrix mit Zellen nur zu einer 
geringen Groflenveranderung kommt. Bekannte Kollagenmatrizes 
zeigen beim Beladen mit Zellen starke GroBenunterschiede 
(zunachst massives Aufquellen, dann starke Tendenz sich 
einzukugeln) . Fur die Anwendung von Tissue-Engineering (in 
vitro Erzeugung von Gewebe mit dem Ziel, dieses in einen 
Defekt einzubauen) ist jedoch eine GrSflenstabilitat der 
Matrix auch nach Zellbeladung und Kultivierung von groflem 
Vorteil. Dies wird durch die erf indungsgemafle Komposi tmatrix 
und insbesondere durch die gleichzeitige Mischung der 
Matrixbildner unter Verwendung von HFIP erreicht. 

Dariiber hinaus werden mit der erf indungsgemaflen 
Kompositmatrix folgende weitere Vorteile erzielt: 
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In stationarer Kultur ist eine Redif ferenzierung 
amplif izierter Chondrozyten in der Kompositmatrix moglich. Es 
werden knorpeltypische Proteoglykane (Chondroitinsulf at , 
Keratansulfat, Aggregan) sowie Kollagen II gebildet. Dies 
konnte nach 2-, 4- und 6-w6chiger Kultivierung nachgewiesen 
werden . 

Das in vitro erzeugte Produkt aus auf der Kompositmatrix 
kultivierten Chondrozyten zeigt eine deutliche Zunahme in der 
biomechanischen Stabilitat im Vergleich zur Ausgangsbedingung 
am Zeitpunkt des Aufbringens von Zellen auf der Matrix. 

Ohne Zellen lost sich die Matrix in vitro nach ca. 14 Tagen 
auf. In vivo laflt sich eine Resorption nach ca. 6-8 Wochen 
beobachten (Nacktmaus, Kaninchen). 

Gute Dif ferenzierungsfahigkeit von Knochenmarkzellen zu 
hyalinartigem Gewebe in vitro. 

Sehr gute Dif f erenzierung zu ossarem Gewebe beim Einbau in 
Subkutangewebe von Nacktmausen, Resorption der Matrix in vivo 
erst nach 6 Wochen. 

Beim Einbau in osteochondrale Defekte im Kniegelenk von 
Kaninchen ist eine Integration des Zell-Matrixkonstruktes 
erkennbar (Zellen waren hierbei Knochenmarkzellen oder 
Chondrozyten), Dif ferenzierung zu Knorpelgewebe ist 
erkennbar. Im ossaren Defektanteil zeigt sich knocherne 
Integration und Ausdif ferenzierung zu neuem Knochengewebe . 

Keine Entzundungsneigung durch Material im Kniegelenk 
nachweisbar (kein Gelenkergufl, kein massiver Anstieg von 
Entziindungszellen) . 

Einbau des Zell-Matrixkonstruktes in Meniskusdefekte des 
Kaninchens nach vorheriger Kultivierung in vitro moglich, 
gute Regeneration des Meniskusdefektes , keine 
Entzundungsneigung im Kniegelenk. 
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In der Kombination mit dem Hyaluronsaurederivat ist das sonst 
auftretende negative Quellen bei Gelatine oder Kollagen nach 
Befeuchten der trockenen Matrix nicht gegeben. Dies ist fur 
Tissue Engineering Matrizes, bei denen ein bestimmtes 
vorgegebenes Defektareal zu reparieren ist, besonders 
giinstig . 

Die anliegenden Figuren zeigen Vergroflerungen der 
erfindungsgemaflen Kompositmatrix. Es zeigen: 

Figur 1 eine 50-fache Vergroflerung einer stabileren Struktur 
(oben) und einer schwacheren Struktur (unten), 

Figur 2 eine 100-fache Vergroflerung der stabileren Struktur 
(oben) und der schwacheren Struktur (unten), 

Figur 3 eine 200-fache Vergroflerung der stabileren Struktur 
(oben) und der schwacheren Struktur (unten) und 

Figur 4 in den Poren wachsende Chondrozyten bei 200-facher 
Vergroflerung (oben) und 1000-facher VergrSflerung (unten). 

Die jeweils stabilere Struktur in Figuren 1-3 wurde durch 
eine hohere Gesamtkonzentration der Matrixkomponenten in der 
Losung wahrend der Herstellung erhalten, wobei die 
Gesamtkonzentration von 6,3% fur die schwachere Struktur bis 
9,2% fur die stabilere Struktur variiert wurde. 

Die fadenartigen Strukturen in Figur 4 deuten auf die 
beginnende Produktion der extrazellularen Matrix hin. 

Die nachfolgenden Beispiele spllen die vorliegende Erfindung 
naher erlautern. 



WO 00/32251 



PCT/EP99/09444 



16 

Reispiel 1 

Bine erfindungsgemafie Kompositmatrix wurde durch Auflosen von 
HYAFF und Gelatine in HFIP, Zugabe von 

Natriumchloridkristallen, Formen und Trocknen der 
entstandenen Paste, sowie durch Entfernen des Natriumchlorids 
durch mehrfaches Spiilen mit Wasser hergestellt. Nach dem 
Trocknen wurde die Kompositmatrix einer gamma-Steriiisation 
unterzogen. 

Hai s piel 2 



praparat < nnsbeschreibuna 

Gewinnung von Chondrozyten fiir die primare Zellkultur 

Adulter Gelenkknorpel/ Embryonaler Knorpel 

Hyaliner Gelenkknorpel (adult /embryonal) wurde nach Entnahme 
sofort in RPMI-Medium transferiert und moglichst schnell 
aufgearbeitet (kleiner 24h) . Hierzu wurde der Knorpel 
zunachst mechanisch vom Knochen getrennt und dann mit einem 
Skalpell zerkleinert (Endgrofie: 1-2 mm grofle 
Knorpelstiickchen). Bei 37°C erfolgte daraufhin unter 
standigem Schwenken ein enzymatischer Andau mit Kollagenase, 
Hyaluronidase und DNAse. Die Enzyme wurden in RPMI-Medium mit 
Hepes-Puffer, L-Glutamin und Zusatz von 

Penicillin/Streptomycin (Antibiotikazusatz ) resuspendiert. 
Das optimierte enzymatische Dissoziationsintervall betrug 12 
Stunden. Durch Zugabe von serumhaltigem Medium (RPMI mit 10% 
AB-Serum oder RPMI mit 10% fetalem Rinderserum (FBS)) wurde 
die enzymatische Aktivitat gepuffert. Daraufhin erfolgte die 
Extraktion noch verbliebener extrazellularer Matrixstucke 
durch Filtern und Zentrif ugieren der Suspension, Verwerfen 
des Uberstandes und Resuspendieren des Zellpellets in RPMI 
mit 10% AB-Serum oder RPMI mit 10% FBS. Nach einer 
Zellzahlung folgte eine stationare Kultivierung und 
Amplifikation der Chondrozyten fur 14-21 Tage (2 mal pro 
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Woche Mediumwechsel mit serumhaltigem Medium). Nach Erreichen 
von Konfluenz erfolgte ein Passagieren der Zellen (Entfernen 
des Mediums, Zugabe von 0,25% Trypsin, nach Aufheben der 
Zelladharenz Zugabe von serumhaltigem Medium, Zentrif ligation 
der zellsuspension und Resuspendieren des daraufhin 
gewonnenen Pellets in frischem Medium, Zellzahlung und 
erneutes Aussahen der Zellen). Hierbei wurde zumeist eine 1 
in 4 Teilung durchgef iihrt , d.h. eine Kulturf lasche lieferte 
die Zellen fur 4 neue Flaschen. Nach erneuter Konfluenz (ca. 
nach 2-4 Wochen) wurden die Zellen ( Sekundarkul tur ) durch 
erneute Trypsinbehandlung (siehe oben) von dem Kulturboden 
abgelost und fur die Beladung der Matrizes vorbereitet. 

Es konnen jedoch auch Zellen in Primar- und Tertiarku I. tur (2 
Passagierungsschritte) verwendet werden, 

Embryonale mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen aus der 
Nabelschnur 

Die Zellen wurden in DMEM Medium mit 10% FBS kultiviert und 
nach Erreichen von Konfluenz als Primarkultur fur die 
Matrixbeladung verwendet. Die Gewinnung der adharenten Zellen 
erfolgte wiederum durch die oben beschriebene 
Tryps inanwendung . 

Adulte mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen aus 
Knochenmark 

Knochenmark wurde aus dem Darmbeinkamm von 4 Monate alten 
weifien Neuseelandhasen gewonnen. Zu dem Aspirat wurde 
"Dolbecco's modified Eagle's Medium" (DMEM) mit 10% fetalem 
Rinderserum (FBS) zugegeben. Nach Bestimmung der Zellzahl 
wurden 20xl0 6 Zellen in 100 mm Zuchtschalen bei 37°C mit 5% 
C0 2 kultiviert. Das Medium wurde zweimal pro Woche gewechselt 
bis die Zellen 80% konfluent waren. Adharente Zellen wurde 
wie oben beschrieben mit Trypsin behandelt, gezahlt, 
gewaschen und in DMEM auf eine Endkonzentration von 5xl0 5 
Zellen/25 mL resuspendiert . 
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Matrixbeladung 

Zur Matrixbeladung wurde das Zellpellet in wenig Medium 
aufgenommen (1 mm 3 /l pi). Daraufhin erfolgte das Beladen der 
Matrix (steril, bisher trocken) von einer Seite. Dadurch 
wurde das Entweichen von Luft, die sich in der Matrix befand, 
sichergestellt (Einwirkzeit 1-5 Minuten). Daraufhin wurde 
durch Erzeugen eines Unter- und Uberdruckes mit einer 
Pipettenspitze noch verbliebenes Medium mit hoher 
Zellkonzentration in die Matrix transf eriert . Es sollte eine 
moglichst homogene Verteilung von Zellen in der Matrix 
erreicht werden. Durch die Zugabe von Detergenzstof fen kann 
die Beladung erleichtert werden. 

Anschlieflend erfolgte eine Inkubation von 2h im Inkubator 
(37°C, 5 % CO2). Dies erlaubte den Zellen, sich an der 
vorliegenden Matrix zu adharieren. 

Abschliefiend wurde das Zell-Matrixkonstrukt mit Medium voll 
iiberschichtet und weiterkultiviert . 

Kulturbeschreibung 

Stationare Kultur 

Hierfiir wurden unterschiedliche Kulturmedien verwendet: 
RPMI mit 10% AB-Serum (Human), 
RPMI mit 10% FBS oder 

"Dulbecco's modified Eagle's Medium" (DMEM) mit hohem 
Glucosegehalt und Nahr- sowie Zusatzstof fen (ITS und Pyruvat 
plus Dexamethason, Ascorbinsaure und TGF betal). (Vgl. B. 
Johnstone in Exp. Cell Res. 238 (1998)). 
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Kontinuierliche Perfusionskultur 

Eine alternative KultivLerungsbedingung stellt die 
kontinuierliche Perfusionskultur in RPMI-Medium mit 10% AB- 
Serum dar. 



Reispiel 3 

Um die Wirksamkeit der Beladung der erf indungsgemaflen 
Kompositmatrix mit Zellen zu untersuchen, wurde eine gemafl 
Beispiel 1 hergestellt Kompositmatrix mit den gemafl Beispiel 
2 gewonnenen Knochenmarkzellen beladen. Ein Teil der Matrizes 
wurde so fort in Formalin fixiert, gewaschen und in Paraffin 
eingebettet (Gruppe I). Andere beladene Matrizes (Gruppe II) 
wurden fur 14 Tage in einem chondrogenen Medium enthaltend 
DMEM mit ITS + Vormischung (Collaborative Biomechanical 
Products), Pyruvat (ImM), Ascorbinsaure-2-phosphat (37,5 
ug/ml), Dexamethason (10' 7 M) und TGF-J51 (10 ng/ml), 
kultiviert. Das Medium wurde dreimal wochentlich gewechselt. 

Die Zellsuspension wurde unter leichtem Quellen des 
Konstrukts in die Matrix eingebracht. Durch Toluidinblau 
gefarbte Bereiche der Matrizes aus Gruppe I konnte gezeigt 
werden, dafl eine hone Zellbeladung in alien Poren der 
Matrizes vorlag. Nach 14 Tagen unter chondrogenen 
Kulturbedingungen (Gruppe II) waren die urspriinglich weichen 
Zellmatrixkonstrukte gehartet. Die Tuluidinblau gefarbten 
Bereiche zeigten Zellen mit einer ausgepragten 
metachromatisch farbenden extrazellularen Matrix, die in der 
gesamten Kompositmatrix vorlag. Die extrazellulare Matrix 
enthielt Kollagen II. 



Reispiel 4 

Wie in Beispiel 3 mit Zellen beladene Kompositmatrizes wurden 
subkutan in immundef iziente Mause implantiert (Gruppe III). 
Gleiche Matrizes wurden fur 14 Tage in vitro in dem in 
Beispiel 3 beschriebenen chondrogenen Medium kultiviert und 
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dann in vivo implantiert (Gruppe IV). Die Implantate wurden 
nach 3 Wochen entnommen, in Formalin fixiert, entkalkt und in 
Paraffin eingebettet. 

Es wurden 5 (im dicke Scheiben der Proben geschnitten und mit 
Toluidinblau gefSrbt. Die gefarbten Bereiche wurden nach 
ihrer osteochondralen Dif f erenzierung bewertet (0 (weder 
Knochen noch Knorpel in den Matrixporen) bis 4 (mehr ais 75% 
der Poren enthalten Knochen und/oder Knorpel)). 

Nach 3 Wochen in vivo trat weder bei den Gruppe III noch bei 
den Gruppe IV Implantaten eine wesentliche Grofienveranderung 
auf. Die fur 14 Tage in vitro vorkultivierten Implantate 
(Gruppe IV) erschienen jedoch qualitativ harter a Is die 
Kompositmatrizes, die sofort nach der Beladung mit den Zellen 
implantiert wurden (Gruppe III). Das Farben mit Toluidinblau 
ergab eine osteochondrale Dif f erenzierung von Zellen in den 
Kompositmatrizes beider Gruppen, wobei sich die Poren mit 
Knorpel und Knochen fullten. Die Kompositmatrizes der Gruppe 
IV enthielten jedoch mehr Knochen und Knorpel 
(durchschnittliche Bewertung = 4, verglichen mit einer 
Bewertung von 3 fur Gruppe III). Auflerdem war der Anteil an 
Knochen in den Proben der Gruppe IV grofler (Verhaltnis von 
Knochen: Knorpel: fibrosem Gewebe in Gruppe III: 40:20:40 und 
in Gruppe IV: 85:10:5) . 
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Patentanspriiche 



1. Porose Kompositmatrix, wobei die Matrix aus 
Matrixbildnern umfassend ein Hyaluronsaurederivat und 
hydrolysiertes Kollagen aufgebaut ist, und die Matrixbildner 
in einem Gewichtsverhaltnisbereich von Hyaluronsaurederivat 
zu hydrolysiertera Kollagen von 30:70 bis 99:1 vorliegen. 

2. Kompositmatrix nach Anspruch 1, worin die 
Matrixbildner in einem Gewichtsverhaltnisbereich von 
Hyaluronsaurederivat zu hydrolysiertem Kollagen von 60:40 bis 
99:1, bevorzugt in einem Gewichtsverhaltnis von etwa 70:30 
vorliegen. 

3. Kompositmatrix nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, worin das hydrolysierte Kollagen partiell und/oder 
vollstandig hydrolysiert ist. 

4. Kompositmatrix nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, worin das hydrolysierte Kollagen zusatzlich 
derivatisiert und/oder quervernetzt ist. 

5. Kompositmatrix nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, worin das Hyaluronsaurederivat ein 
Hyaluronsaureester ist. 

6. Kompositmatrix nach Anspruch 5, worin der 
Hyaluronsaureester ein Ethyl- oder Benzylester der 
Hyaluronsaure ist . 

7. Kompositmatrix nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, umfassend Poren mit einem durchschnittlichen 
Durchmesser im Bereich von 10-1000 *im. 
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8. Kompositmatrix nach Anspruch 7, worin die Poren einen 
durchschnittlichen Durchmesser im Bereich von 100-350 um 
aufweisen. 

9. Kompositmatrix nach Anspruch 7, worin die Poren einen 
durchschnittlichen Durchmesser im Bereich von 350-1000 um 
aufweisen. 

10. Kompositmatrix nach Anspruch 8 oder 9, worin 
zusatzlich Poren im Bereich von 10-100 um vorhanden sind. 

11. Kompositmatrix nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, die Quervernetzungen aufweist. 

12. Kompositmatrix nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, umfassend biologisch aktive Verbindungen wie 
Antibiotika, Verbindungen zur Verbesserung der Zelladhasion, 
Calciumsalze, induktive Faktoren oder weitere 
Glykosaminoglykane und deren Derivate. 

13. Kompositmatrix nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, umfassend Chondrozyten, mesenchymal Stamm- und 
Progenitorzellen, Osteoblasten oder Bindegewebezellen . 

14. Verfahren zur Herstellung einer pordsen 
Kompositmatrix gemafi einem der Anspruche 1-13, umfassend das 
LBsen oder Suspendieren des Hyaluronsaurederivats und des 
hydrolysierten Kollagens in einem geeigneten ersten 
Losungsmittel, die Zugabe einer pulverformigen Verbindung, 
die sich in dem ersten Losungsmittel praktisch nicht lost, 
die jedoch in einem zweiten Losungsmittel loslich ist, in dem 
die Matrixbildner Hyaluronsaurederivat und hydrolysiertes 
Kollagen praktisch unloslich sind, zu der Losung oder 
Suspension, wobei die pulverformige Verbindung eine mittlere 
Korngroflenverteilung im Bereich der gewunschten Porengrofie 
der herzustellenden Kompositmatrix aufweist, das Entfernen 
des ersten L6sungsmittels und anschlieflend das LQsen der 
pulverformigen Verbindung in einem zweiten Losungsmittel, in 
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dem sich die pulverf6rmige Verbindung lost und die 
Matrixbildner praktisch nicht Ibsen. 

15. verfahren nach Anspruch 14, worin das erste 
LSsungsmittel 1, 1 , 1, 3, 3 , 3-Hexaf luorisopropanol ist. 

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, worin die 
pulverformige Verbindung ein wasserlosliches Alkali- oder 
Erdalkalisalz, insbesondere ein Alkalihalogenid wie 
Natriumchlorid ist. 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 14-16, worin das 
zweite Losungsmittel Wasser ist. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 14-17, worin die 
Kompositmatrix zusatzlich geformt, getrocknet und 
gegebenenfalls sterilisiert wird. 

19. verfahren nach einem der Anspruche 14-18, worin die 
Kompositmatrix zusatzlich gegebenenfalls mit biologisch 
aktiven Verbindungen und Chondrozyten, mesenchymalen Stamm- 
und Progenitorzellen, Osteoblasten oder Bindegewebezellen 
beladen wird. 

20. Verwendung einer Kompositmatrix nach einem der 
Anspriiche 1-13 zur Generierung von dif ferenziertem Gewebe aus 
chondrozytaren Zellen oder mesenchymalen Stamm- und 
Progenitorzellen, wobei frisch entnommene oder amplif izierte 
Zellen zu der Kompositmatrix zugegeben und gegebenenfalls 
unter chondro-, osteo- oder fibrogenen Bedingungen kultiviert 
werden . 

21. Verwendung nach Anspruch 20 zum Tissue Engineering 
von Gewebstypen des Binde- und Stiitzapparates , insbesondere 
von chondralem und ossarem Gewebe. 

22. Verwendung nach Anspruch 20 zur in vivo 
Differenzierung der Zellen zu Gewebstypen des Binde- und 



WO 00/32251 



PCT/EP99/09444 



24 

Stiitzapparates, insbesondere zu chondralem und ossarem 
Gewebe . 

23. Implantat, umfassend eine porose Kompositmatrix nach 
einem der Anspriiche 1-13. 

24. Verfahren zur Herstellung eines Implantats gemafl 
Anspruch 23, worin eine porose Kompositmatrix nach einem der 
Anspriiche 1-13 auf die implantatoberf lache auf geschichtet 
wird. 
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